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なっている 10。敗血症は、世界的な”medical emergency”である。 
敗血症の病態生理は非常に複雑である。しかし、近年の免疫学の進歩は、感染
症によって全身性炎症が惹起されるメカニズムや全身性炎症が個々の臓器を障



































核（Nucleus of solitary tract：NTS）と背側迷走神経運動核（Dorsal motor nucleus of 
vagus nerve：DMNX）、交感神経節前繊維に投射している延髄吻側腹外側野






































































は、生理食塩水（大塚）に溶解し、1 mg/mlに調整した。 ヒトオレキシン A（OXA、
ペプチド研究所）は、生理食塩水に溶解し、実験ごとに濃度は調整した。 リン
酸塩緩衝生理食塩水（PBS）はリン酸緩衝生理食塩粉末（0.01 mol/l、pH 7.2-7.4、





















込んだ。ポンプには、200 μlの生理食塩水に溶解した 1 mgの OXA（または、対
照として 200 μl の生理食塩水）があらかじめ注入されており、ポンプの埋め込





だ。ポンプには、100 μlの生理食塩水に溶解した 1 mgの OXA（または、対照と
して 100 μlの生理食塩水）が注入されており、LPS注射の 30分後に 8 μl/時間の
速度で投与を開始した。このポンプは外部スケジューラによってワイヤレスで
制御され、投与スケジュールは iPRECIO管理ソフトウェア ver1.1でプログラム
した。翌日、OXA（1 mgの OXAを 100 μlの生理食塩水に溶解）または 100 μl
の生理食塩水を iPRECIOに補充した。 
中枢投与したオレキシンの効果を調べるために、まず LPS注射の 30分前に麻
酔下で 3 μlの生理食塩水に溶解した 0.06 mgの OXA（または、対照として 3 μl
の生理食塩水）を 5分間でガイドカニューラを通して脳室内（ICV）投与し、輸
液として 200 μl の生理食塩水を含む浸透圧ポンプを皮下に埋め込み、8 μl/時間
の速度で投与を開始した。 さらに、LPS注射と同時に、0.02 mg/μlの OXAを 0.5 
μl/時間の速度で 24時間 ICV投与を開始した。 
保温（オレキシンを投与したマウスと同程度）の効果を調べるために、LPS注







ットする受信者動作特性曲線（Receiver operating characteristic curve：ROC曲線）
によって表した。 ROC曲線は曲線下面積（Area under the curve：AUC）によっ
て評価し、最適なカットオフ値を決定した。サンプルサイズは、以下の前提で計






を 106 cpmで IP投与した。 [125I]OXA投与の 2時間後に脳を取り出し、放射線
レベルを γ-カウンターで測定した。 次に、脳を 4％PFA中で一晩固定後、1 mm
の冠状切片をイメージングプレート（Bas-SR 2040、Fuji Film）に 5 日間焼き付







の効果を調べるために、体温をモニターしながら、LPS 注射の 4 時間後または
22時間後に麻酔下で血液および脳を採取した。ヘパリンまたは EDTA-2Naを含




全脳を秤量し、体積の５倍量の抽出緩衝液（Tris-HCl:20 mM、NaCl :0.15 M、0.05％
Tween-20、プロテアーゼ阻害剤カクテル）中で破砕し、均質化した。試料は 4 ℃
で 10分間遠心分離（1,000 g）し、上清を除去した。2回目の遠心分離（20,000 g、
4 ℃で 40分間）の後、上清をタンパク質抽出サンプルとして用いた。全てのサ
















マウス腹腔マクロファージは、1.5 ml のチオグリコレート（2.4 g/100 ml、BD 
Biosciences）を IP 注射して、5日後に PBSで腹腔洗浄して採取した。細胞懸濁
液におけるマクロファージの純度は 95％以上であった。マクロファージ（実験
条件当たり 5×106/ウェル）を組織培養プレートに一晩付着させた後、OXA（10-





IL-6は 5'-CACAGAGGATACCACTCCCAACA-3 'と 
5'-TCCACGATTTCCCAGAGAACA-3'、 




IFN-γは 5'-CGCCTATCTTCGGGATGAATC3 'と 
5'-CCAACCGATACTCCATGAAAATG-3'、 





水注射の 13.5時間後に、100 μlの生理食塩水中に溶解した 0.1 mg（30 nmol）の
OXA（または、対照として 100 μl の生理食塩水）を IP ボーラス投与した。 中
枢投与したオレキシンの一過性の効果を調べるために、LPS 注射の 13.5 時間後
に 6 μlの生理食塩水に溶解した 0.01 mg（3 nmol）の OXA（または、対照として




LPSまたは生理食塩水注射の 13.5時間後に、100 μlの生理食塩水に溶解した 0.1 
mg（30 nmol）の OXA（または、対照として 100 μlの生理食塩水）を IPボーラ
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ス投与した。OXA または生理食塩水投与の 1.5 時間後、ペントバルビタールナ
トリウム（50 mg/kg IP）で麻酔し、まず PBSで灌流し、その後 4％PFAで灌流固
定した。脳を頭蓋骨から取り出し、4％PFAでさらに一晩固定後、沈降するまで
30％ショ糖液（PBに溶解）に浸した。Optimal Cutting Temperature Compound（O.C.T. 
Compound、Sakura Finetek）中に脳を凍結させた後、クライオスタット（Leica）




合体（ABC 溶液、Vector Labs）に 30 分間浸した。免疫反応性生成物の検出は、





















全体へ発現させるために、1 μl の AAV8-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry を２カ所に
0.05 μl/分の速度でガラス毛細管用いてマイクロインジェクションした。定位座
標は、（前後：-5.5 mm、中外側：-0.0 mm、背腹：-6.1 mm）および（前後：-6.8 
mm、中外側：0.0 mm、 背腹：-6.0 mm）であった。 
8 週齢になったマイクロインジェクションしたマウスからすばやく脳を取り出
し、脳の冠状スライス（200 μm）を氷冷したカッティング溶液（KCl 2.5 mM、
NaH2PO4 1.25 mM、MgCl2 5 mM、CaCl2 0.5 mM、NaHCO3 26 mM、グルコース 11 
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mM、スクロース 210 mM、pH 7.4）中で作成した。スライスは、室温で維持し
た酸素化人工脳脊髄液（aCSF; NaCl 125 mM、KCl 2.5 mM、NaH2PO4 1.25 mM、
MgCl2 1 mM、CaCl2 2 mM、NaHCO3 26 mM、グルコース 11 mM、pH 7.4）中で 30
分間インキュベートした後、チャンバー内を室温で維持した酸素化 aCSF中で灌
流（2 ml/分）させながら記録した。パッチ電極は、ピペット溶液（K-グルコン酸
塩 125 mM、KCl 10 mM、MgATP 4 mM、Hepes 10 mM、Na-GTP 0.3 mM、
Phosphocreatine-Na2 8 mM、EGTA 0.5 mM、pH 7.2）で満たした。パッチクランプ
記録には、Multiclamp 700B（Molecular Devices）を用いた。Digidata1322Aインタ
ーフェース（Molecular Devices）を用いてシグナルをデジタル化し、Clampex 10.2




蛍光によって同定し、自然発火を示す神経細胞のみを選択した。 aCSF で 5 分










にテレメトリプローブをマウスの皮下に埋め込み、 1 週間回復させた。LPS 注
射の 13.5時間後に、CNO（4.5 mg/kg）または生理食塩水を IP注射した。 CNO
注射の 1.5時間後に、100 μlの生理食塩水に溶解した 0.1 mg（30 nmol）の OXA




Kaplan-Meier曲線で表し、生存曲線の比較はMantel Cox log-rank検定を行った。 
全ての値は平均±標準誤差（mean±s.e.m）で表した。 2群の比較は、unpaired student 
t 検定を行った。 2つ以上の群の比較は、1-way ANOVAで分析後、個々の平均









致死量の LPS注射（70〜90％のマウスが死亡、10 mg/kg IP）の 30分前に、オレ
キシン A（OXA、1 mg/マウス/24 時間）の皮下（SC）投与を開始した結果、エ
ンドトキシンショックマウスの生存率が劇的に改善した（Figure 1A）。 オレキ
シン受容体欠損（OX1R-/-;OX2R-/-）マウスでは、この効果は見られなかった（Figure 























おいて同じ 32 種類のサイトカインレベルを測定した。 LPS は脳においてほと










調製し、OXA（1 nMおよび 100 nM）の存在下または非存在下で、LPSによって
マクロファージを活性化した。OXAの非存在下で野生型およびオレキシン受容
体欠損マウス由来のマクロファージの IL-17、IFN-γ、IL-6、TNF-α mRNAレベル






























投与による抗炎症効果を調べた。 OXA（0.1 mg/マウス/4時間）の ICV投与によ














死亡したマウスと比較して、LPS 注射の 24 時間後の体温が有意に高かった









ボーラス投与した OXA の体温および心拍数に対する効果を調べた。 OXA を




















Pallidus/Raphe Magnus：RPa/RMg）において OXA によって活性化したセロトニ
ン作動性神経の割合を抗 Fos抗体と抗 5HT抗体を用いた二重染色によって評価
した（Figure 12A）。エンドトキシンショックの野生型マウスでは、生理食塩水投




腹側部（Dorsal part of Dorsal raphe/Ventrolateral part of Dorsal Raphe：DRD/DRVL）
は、体温上昇によって活性化する温度センサであるという報告がある 35。エンド
トキシンショックの野生型マウスでは、OXA 投与によって DRD/DRVL におけ





副交感神経系（迷走神経）の神経核である孤束核（Nucleus of solitary tract：NTS）
と背側迷走神経運動核（Dorsal motor nucleus of vagus nerve：DMNX）、交感神経
節前繊維に投射している延髄吻側腹外側野（Rostral ventrolateral medulla：RVLM）





















mCherreyの発現を評価した（Figure 5E）。 hM4Di-mCherry陽性神経の 89％がセ
ロトニン作動性神経であった。さらに、電気生理学的分析によってセロトニン作







ョンした ePet-Creトランスジェニックマウスにおいて、CNO（4.5 mg/kg）は LPS



















































































































Figure 1. Effects of peripherally administered orexin-A (OXA) on survival in mice 
with endotoxin shock.  
(A) Kaplan-Meier survival curves of wild-type mice subcutaneously (SC) administered 
with saline or orexin-A (OXA; 1 mg/mouse/24 h) 30 min before lipopolysaccharide 
(LPS; 10 mg/kg) injection (each group n=10). (B) Kaplan-Meier survival curves of 
OX1R-/-;OX2R-/- (OXRKO) mice SC-administered with saline or OXA (1 mg/mouse/24 
h) 30 min before LPS injection (each group n=7). (C) Kaplan-Meier survival curves of 
wild-type mice SC-administered with saline or OXA (2 mg/mouse/24 h) 30 min after 
LPS injection (each group n=10). (D, E) Effect of OXA treatment on the levels of 
catecholamines (D) in the serum and corticosterone (E) in the plasma from LPS-injected 
mice, compared to saline treatment (each group n=3–5, *p<0.05). Data are presented as 
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mean±s.e.m. Statistical significance assessed by Mantel Cox log-rank test (A–C) and 






Figure 2. Serum catecholamines (A) and plasma corticosterone (B) levels at 22 h 
after LPS injection.  
Norepinephrine level in the serum decreased and corticosterone level in the plasma 
increased at 22 h after LPS injection (22H-LPS), compared to saline injection (22H-Sal) 





Figure 3. Effects of peripherally administered OXA on cytokine production in mice 
with endotoxin shock.  
Effects of OXA treatment on the levels of 32 cytokines in serum at 4 h and 22 h after 
injection of LPS (LPS-OXA) or saline (Sal-OXA), compared to saline treatment (LPS-
Sal, Sal-Sal) (each group n=8, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). OXA (1 mg/mouse/24 
h) started to be SC-administered at 30 min before LPS injection. Statistical significance 
assessed by 2-way ANOVA coupled to Bonferroni’s test. Data are replicated in at least 





Figure 4. Effects of SC-infused OXA on body temperature at 4 h or at 22 h after 
LPS injection.  
The changes of body temperature at 4 h or 22 h after LPS injection by SC 
administration of OXA (1 mg/mouse/24 h, LPS-OXA), compared to saline 





Figure 5. Effects of SC-infused OXA on cytokine production in brain at 4 h or at 22 
h after LPS injection. 
LPS increased most cytokines in all samples assayed. SC administration of OXA 
(1 mg/mouse/24 h, LPS-OXA) for 4 h or 22 h decreased several cytokine levels in the 
brain from LPS-injected mice, compared to saline SC administration (LPS-Sal) (each 





Figure 6. Effects of OXA on expressions of IL-6 (A), TNF-α (B), IL-17 (C), and 
IFN-γ (D) mRNA in cultured peritoneal macrophages from wild-type and OXRKO 
mice.  






Figure 7. Direct action of OXA on the CNS in mice with endotoxin shock.  
(A) [125I]OXA-autoradiography of 1-mm coronal brain sections from control (saline) 
and endotoxin shock (LPS) mice. The brains were removed without perfusion at 2 h 
after intraperitoneal (IP) administration of [125I]OXA, and were fixed in 4% PFA 
overnight. The sections were exposed to imaging plates for 5 days, and then scanned by 
BAS-2500 (Fuji Film). (B) The levels of radioactivity in the whole brain from LPS- or 
saline-injected mice at 2 h after IP administration of [125I]OXA (each group n=4, 
***p<0.001). (C) Kaplan-Meier survival curves of wild-type mice 
intracerebroventricularly (ICV, upper; saline: n=8, OXA: n=7) or subcutaneously (SC, 
lower; each group n=7) administered with saline or OXA (0.3 mg/mouse/24 h) before 
LPS injection. (D) Effects of ICV-administered OXA on the levels of MIP-1α, MIP-1β, 
TNF-α and IL-6 in serum at 4 h after LPS injection (LPS-OXA), compared to saline 
treatment (LPS-Sal) (each group n=8, *p<0.05). OXA administration (0.1 mg/mouse/4 
h) started 30 min before LPS injection. Data are presented as mean±s.e.m. Statistical 
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significance assessed by unpaired t-test (B), Mantel Cox log-rank test (C), and 2-way 






Figure 8. Effects of ICV-infused OXA on body temperature at 4 h after LPS 
injection.  
The changes of body temperature at 4 h after LPS injection by ICV administration of 
OXA (0.3 mg/mouse/24 h, LPS-OXA), compared to saline administration (LPS-Sal) 





Figure 9. Effects of OXA on body temperature and heart rate in mice with 
endotoxin shock.  
(A) The changes in body temperature of LPS-injected mice treated with OXA (1 
mg/mouse/24 h) or saline (each group n=10). (B) The correlation between the survival 
and body temperature in mice with endotoxin shock (Survivor n=12, Non-survivor n=8, 
***p<0.001). (C) Receiver operating characteristic (ROC) curve between survival and 
body temperature in mice with endotoxin shock. AUC: area under the curve. (D, E) 
Transient effects of bolus ICV-injected OXA (Wild-type_OXA) or saline (Wild-
type_Sal) on body temperature (D) and heart rate (E) in LPS-injected wild-type mice 
(each group n=4, *P<0.05). (F, H) Transient effects of bolus IP-injected OXA on body 
temperature (F) and heart rate (H) in mice with endotoxin shock. (G, I) IP injection of 
OXA (Wild-type_OXA) but not saline (Wild-type_Sal) increased body temperature (G) 
and heart rate (I) transiently in LPS-injected wild-type mice, but not in LPS-injected 
OXRKO mice (OXRKO_OXA) (each group n=4, **P<0.01, ***P<0.001). Statistical 
significance assessed by unpaired t-test (B), 2-way ANOVA (D, E), and 1-way ANOVA 
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Figure 10. Effects of whole-body warming with a heat pad on body temperature 
(upper) and survival rate (lower) in mice with endotoxin shock.  
Warming elevated body temperature at 24 h after LPS injection, but did not improve 
survival of mice with endotoxin shock, compared to room temperature exposure (each 





Figure 11. Transient effects of IP-injected OXA on body temperature and heart 
rate in healthy wild-type mice injected with saline (A, B, C, D) or in OX1R-/- 
(OX1RKO) and OX2R-/- (OX2RKO) mice with endotoxin shock (E, F, G, H).  
IP injection of OXA had no effects on body temperature and heart rate in healthy wild-
type mice. In OX2RKO mice, transient effects of OXA on body temperature and heart 
rate in endotoxin shock were canceled. In OX1RKO mice, the transient effect of OXA 
on body temperature in endotoxin shock was significantly potentiated. (each group n=4, 





Figure 12. Thermogenic effect of OXA in mice with endotoxin shock through 
medullary raphe serotonergic neurons.  
(A) IP-administered OXA (LPS-OXA, right) but not saline (LPS-Sal, left) activated 
serotonergic neurons in raphe pallidus nucleus and raphe magnus nucleus (RPa/RMg) in 
LPS-injected wild-type mice by immunohistochemistry using anti-c-fos and anti-5HT 
antibodies. Black arrows indicate double positive cells and white arrows indicate 5HT-
single positive cells. (B, C) IP-administration of OXA significantly activated serotonergic 
neurons in RPa/RMg of LPS-injected wild-type mice, compared to saline administration 
(each group n=4, *P<0.05) (B). There was no significant difference in activities of 
serotonergic neurons in RPa/RMg between saline and OXA administration in healthy 
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wild-type mice (B) or in OXRKO mice with endotoxin shock (C). Statistical significance 
assessed by unpaired t-test. Scale bar: 100 μm. (D) Scheme illustrating chemogenetic 
experiments (See also main text). (E) Immunostaining in medullary raphe with antibody 
to 5HT (green; left), fluorescence of mCherry (red; middle). (F) A typical patch-clamped 
mCherry-positive neuron in medullary raphe of ePet-Cre mice. White broken lines show 
the pipette. (G) Typical change in the spontaneous firing rate of mCherry-positive neuron 
after CNO (100 μM) application. (H, I) CNO (4.5 mg/kg body weight) (ePet-Cre CNO) 
but not saline (ePet-Cre Sal) attenuated the increase of body temperature under endotoxin 
shock by OXA in ePet-Cre mice injected with virus, but not in wild-type littermate mice 
(Wild-type CNO) injected with virus (each group n=5–7, **P<0.01, ***P<0.001). 
Statistical significance assessed by 1-way ANOVA coupled to Bonferroni’s test. Data are 






Figure 13. Systematic survey of orexin’s targets in the CNS of mice with endotoxin 
shock.  
(A) Typical photographs of double staining for c-fos and 5HT in DRD/DRVL from 
LPS-injected mice treated with saline (LPS-Sal, left) or OXA (LPS-OXA, right). (B, C) 
The percentage of c-fos positive serotonergic neurons in DRD/DRVL from LPS-injected 
mice treated with saline or OXA, form saline-injected normal mice treated with saline 
or OXA (B) and from LPS-injected OXRKO mice treated with saline or OXA (C). (D, 
E) The percentage of c-fos positive serotonergic neurons in DRV/DRI (D) and in MnR 
(E) from LPS-injected mice treated with saline or OXA and from normal mice treated 
with saline or OXA. (F) The percentage of c-fos positive orexin neurons in LH from 
LPS-injected mice treated with saline or OXA and from normal mice treated with saline 
or OXA. (G, H) The percentage of c-fos positive noradrenergic neurons in LC (G) and 
histaminergic neurons in TMN (H) from LPS-injected mice treated with saline or OXA 
and from normal mice treated with saline or OXA. (B–H each group n=4, **P<0.01). 
DRD: dorsal raphe nucleus, dorsal part; DRVL: dorsal raphe nucleus, ventrolateral part, 
DRV: dorsal raphe nucleus, ventral part, DRI: dorsal raphe nucleus, interfascicular part, 





Figure 14. Activation of neurons in the LC, RVLM, NTS and DMNX at 3 h after 
LPS injection in wild-type (A) or OXRKO (B) mice.  
Typical photographs of Fos staining in LC (left), RVLM (middle), NTS and DMNX 
(right) from wild-type mice or OXRKO mice injected with saline or LPS. LC: locus 
coeruleus. RVLM: rostral ventrolateral medulla. NTS: nucleus tractus solitaries. 
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